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Le mappe genetiche rappresentano uno strumento 
fondamentale per studiare le basi genetiche di caratte-
ri agronomici e merceologici di interesse. Le mappe 
servono infatti a ricostruire la struttura dei cromosomi 
allineando marcatori molecolari e caratteri fenotipici 
in base alla loro posizione sui cromosomi stessi. In tal 
modo è possibile mettere in relazione i marcatori con i 
caratteri ed utilizzare queste conoscenze per isolare 
geni utili o per agevolare nei programmi di migliora-
mento genetico la selezione precoce di piante recanti 
caratteri di interesse (Marker Assisted Selection, 
MAS). 

In tale contesto, l’obiettivo di questo lavoro è stato 
lo sviluppo di una mappa genetica di Castanea spp, 
per studiare il carattere di resistenza nei confronti del 
cinipide galligeno Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu 
e identificare regioni cromosomiche associate ad altri 
caratteri di interesse. Molti importanti caratteri agro-
nomici e fenologici, sono infatti controllati da più 
geni e per questo vengono detti ‘quantitativi’; le 
regioni genomiche contenenti questi geni sono quindi 
conosciute come quantitative trait loci (QTL) (Collard 
et al., 2005). 

Al fine dell’ottenimento della mappa genetica, una 
progenie ottenuta da incrocio controllato tra l’ibrido 
euro-giapponese ‘Bouche de Bétizac’ (C. sativa 
‘Bouche Rouge’ x C. crenata CA04), resistente al 
cinipide, e la cultivar ‘Madonna’ (Castanea sativa), 
sensibile al cinipide, è stata messa a dimora nell’au-
tunno 2011 presso il vivaio regionale “Gambarello” di 
Chiusa Pesio (CN). 

Il lavoro si è articolato in tre fasi: 1) caratterizza-
zione fenotipica mediante osservazione in campo 
della segregazione del carattere di resistenza al cinipi-
de e di altri caratteri (epoca di germogliamento e habi-
tus della pianta); 2) analisi molecolari mediante mar-
catori microsatelliti SSR (Simple Sequence Repeat) e 
mediante marcatori SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism); 3) individuazione di QTL mediante 
elaborazione dei dati molecolari e fenotipici.  

Caratterizzazione fenotipica dei caratteri (resisten-

za al cinipide, epoca germogliamento e habitus 

pianta) 

 

Le piante della progenie oggetto di studio sono 
state inizialmente verificate per essere resistenti o 
sensibili al cinipide, mediante valutazione visiva, 
dopo infestazione controllata con D. kuriphilus. Le 
piante sono state poste in condizioni di alta pressione 
da parte dell’insetto (1 insetto ogni 2,5 gemme) in 
ambiente controllato all’interno di strutture metalliche 
(moduli). La valutazione per la sensibilità/resistenza 
al cinipide è stata effettuata su 150 piante della proge-
nie; 79 piante sono risultate essere sensibili e 71 resi-
stenti. Tali valori coincidono con il rapporto teorico 
1:1 caratteristico di una resistenza di tipo mendeliano, 
da cui si deduce che ‘Bouche de Bétizac’ è portatrice 
del carattere dominante di resistenza in condizioni di 
eterozigosi. Il carattere di resistenza presente in 
‘Bouche de Bétizac’ deriva presumibilmente dal 
parentale di C. crenata ‘CA04’ (resistente) mentre 
l’altro parentale ‘Bouche Rouge’ (C. sativa) è sensibi-
le all’insetto.  

Nella progenie sono stati successivamente rilevati 
i caratteri epoca di germogliamento e habitus della 
pianta. Nella primavera 2013, 2014, 2016 e 2017, è 
stata registrata con cadenza settimanale l’epoca di 
germogliamento, utilizzando una classificazione dello 
stato delle gemme in 6 stadi (Fernández López et al., 

2002). Come indicazione dell’epoca di germoglia-
mento è stato considerato il passaggio dalla fase 4 alla 
fase 5 (gemme in cui inizia la fuoriuscita delle foglie 
e si distinguono le nervature). Le piante sono quindi 
state suddivise in classi da molto precoce (classe 1) a 
molto tardiva (classe 9) (UPOV, 2015).  

Nell’anno 2016 è stato inoltre rilevato l’habitus 
delle piante, utilizzando una suddivisione in 5 classi 
di portamento (1=molto eretto; 2=eretto; 3=semi-eret-
to; 4=espanso; 5=molto espanso/procombente; 
UPOV, 2015 modificato).  

Costruzione di una mappa di linkage ad alta densita’ per il breeding in 
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I dati raccolti hanno mostrato una distribuzione 
normale dei caratteri epoca di germogliamento e por-
tamento della pianta, con pochi individui posti nelle 
classi estreme. La distribuzione più regolare del carat-
tere epoca di germogliamento si è avuta nel 2017; 
negli altri anni si è osservata una distribuzione meno 
regolare influenzata dall’andamento climatico. La 
maggior parte delle piante ha mostrato un germoglia-
mento precoce (classe 3) o medio-precoce (classe 4).  
Per quanto riguarda il portamento, la maggior parte 
delle piante (43%) ha mostrato un habitus semieretto, 
similmente a ‘Madonna’.  
 
Analisi molecolari mediante marcatori microsatel-

liti SSR e saturazione della mappa mediante mar-

catori SNP  

 

L’estrazione del DNA è stata effettuata seguendo 
il protocollo di Doyle e Doyle (1987). Gli individui 
F1 della progenie sono stati genotipizzati con 132 
marcatori microsatelliti identificati in C. sativa, C. 

mollissima, C. crenata, Quercus rubra e Q. petraea 
(Steinkellner et al., 1997; Kampfer et al., 1998; 
Aldrich et al., 2002; Buck et al., 2003; Marinoni et 

al., 2003; Kubisiak et al., 2013; Nishio et al., 2011; 
A. Akkak, pers. commun.). I prodotti di amplificazio-
ne sono stati analizzati su un sequenziatore capillare 
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems, USA) e 
i dati sono stati elaborati mediante il software 
GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). 

La tecnica Double-digest restriction site-associa-

ted DNA-Seq (ddRAD-Seq; Shirasawa et al., 2016) 
che permette di identificare migliaia di marcatori 
SNP, è stata successivamente applicata all’analisi del 
genoma dei parentali ‘Bouche de Bétizac’ e 
‘Madonna’ e dei 150 individui della loro progenie, al 
fine di saturare la mappa genetica realizzata con gli 
SSR e delineare, in modo più preciso, i QTL 
(Quantitative Trait Loci) e i marcatori strettamente 
associati ai caratteri di interesse. Il DNA estratto è 
stato inviato alla ditta Macrogen Japan Corp. Le 
sequenze ottenute dall’analisi dei frammenti ottenuti 
sono state successivamente elaborate con appositi 
software (BWA, SAMTOOLS) al fine di identificare i 
marcatori SNP. In tal modo sono stati individuati 
27.315 SNP di alta qualità. Tra questi, al fine di otte-
nere un numero di marcatori efficace per realizzare le 
due mappe sature e al tempo stesso ottenere una 
migliore gestione informatica dei dati, sono stati sele-
zionati 10.729 SNPs segreganti nella progenie.  

Il software JoinMap® 4 (Van Ooijen, 2006) è stato 
quindi utilizzato per costruire le mappe di ‘Bouche de 
Bétizac’ e ‘Madonna’ con la strategia dello pseudo-

testcross a due vie (Grattapaglia e Sederoff, 1994). 
Per ottenere mappe genetiche di alta qualità, un’ulte-
riore selezione è stata effettuata applicando il metodo 
del ‘LOD score’. Il LOD può essere definito come il 
log10 del rapporto tra la probabilità che i dati relativi 
alle segregazioni di due coppie alleliche derivino da 
loci associati piuttosto che da loci indipendenti. Solo i 
marcatori strettamente associati tra loro (valore soglia 
LOD ≥8), sono stati pertanto selezionati per costruire 
le mappe dei due parentali. I linkage groups (LG) 
sono stati denominati in accordo con la mappa di C. 

mollissima (Kubisiak et al., 2013) e le mappe sono 
state disegnate con il software MapChart ver. 2.2 
(Voorrips, 2002).   

La mappa del parentale femminile ‘Bouche de 
Bétizac’ consiste di 12 LG contenente 1.459 marcato-
ri (119 SSR e 1.340 SNP) che coprono una lunghezza 
di 809,6 cM e una densità media di un marcatore ogni 
0,55 cM. La mappa ottenuta per il parentale maschile 
‘Madonna’ consiste di 12 LG contenenti 1.089 mar-
catori (85 SSR e 1.004 SNP) e copre 753,3 cM, con 
una densità media di un marcatore ogni 0,69 cM. La 
mappe sono state allineate con successo alla mappa 
genetica di C. mollissima (Kubisiak et al., 2013 ). 

Il carattere di resistenza a Dryocosmus kuriphilus 
(Dk) è stato mappato sul LG K della mappa di 
‘Bouche de Bétizac’. I marcatori SNP più vicini si 
trovano ad una distanza di 0,07 cM mentre i marcato-
ri SSR più vicini sono a 4,4 – 9,0 cM di distanza.  
 

Individuazione QTL (Quantitative Trait Loci) 

mediante elaborazione dei dati molecolari e fenoti-

pici 

 

I dati molecolari e i dati fenotipici rilevati in 
campo sono stati utilizzati per l’individuazione di 
regioni QTL, legate ai caratteri epoca di germoglia-
mento e habitus della pianta, su entrambe le mappe 
dei parentali realizzate con i marcatori SSR utilizzan-
do il software MapQTL® 6 (Van Ooijen, 2009). 

Le mappe di linkage e il posizionamento dei QTL 
sui diversi LG sono stati elaborati utilizzando il 
software MapChart (Voorrips, 2002).  

La regione QTL è considerata tanto più interessan-
te quanto più elevata è la percentuale di variabilità 
fenotipica spiegata (PV = 10; ‘major’ QTL) e quanto 
più viene individuata nella stessa posizione per più 
anni consecutivi (QTL stabile), a dimostrazione della 
forte correlazione tra i marcatori e il carattere e della 
minore influenza ambientale.  

Per l’epoca di germogliamento sono stati identifi-
cati 11 ‘major’ QTL, di cui 6 sulla mappa del parenta-
le femminile e 5 sulla mappa del parentale maschile 
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(Torello Marinoni et al., 2018). Per quanto riguarda la 
mappa di ‘Bouche de Bétizac’, in tutti i quattro anni è 
stato identificato su LG L un ‘major’ QTL in corri-
spondenza dei loci SSR PRD31 e CmSI0045 (PV = 
28% - 38%). Altri due ‘major’ QTL sono stati identi-
ficati in un solo anno su LG B e LG G (PV =10,4 %). 
Sulla mappa di ‘Madonna’ è stato identificato in tutti 
gli anni di osservazione un ‘major’ QTL molto stabile 
su LG C (PV = 10% - 14%); un altro ‘major’ QTL è 
stato individuato sul LG I per un solo anno. 

Per quanto riguarda il portamento della pianta, 3 
‘major’ QTL sono stati identificati nella mappa del 
parentale femminile ‘Bouche de Bétizac’ su LG L 
(PV=15-25%), mentre solo nel 2016, un ‘major’ QTL 
(PV=10,9%) è stato individuato sul LGB. Nella 
mappa del parentale maschile ‘Madonna’ 2 ‘major’ 
QTL sono stati identificati su LG A (PV=10,4-
10,7%). 

L’individuazione delle regioni QTL sulle mappe 
saturate con SNP è al momento in corso. 
 

Conclusioni 

 
Per approfondire le conoscenze sulle basi geneti-

che dei caratteri di importanza agronomica del casta-
gno è stata analizzata a livello molecolare e fenotipico 
una progenie derivante dall’incrocio di una varietà 
resistente a cinipide (‘Bouche de Bétizac’) ed una 
varietà sensibile (‘Madonna’). Si sono ottenute due 
mappe genetiche sature, una per ogni parentale, con 
marcatori SSR e SNP.  

Sulle mappe costruite con i marcatori SSR, è stata 
mappata la resistenza a Dryocosmus kuriphilus (Dk), 
mentre 16 regioni QTL significative sono state rileva-
te per l’epoca di germogliamento e il portamento della 
pianta. L’analisi delle mappe sature permetterà di 
definire con maggior precisione le regioni QTL e con-
sentirà l’identificazione dei geni coinvolti nell’espres-
sione o nella regolazione dei caratteri di interesse 
agronomico e tecnologico per il castagno.  
 
Ricerca finanziata dal programma di cooperazione Italia-Francia 
Alcotra 2007-2013, progetto “Salvaguardia dell’ecosistema 
Castagno”, e dalla Regione Piemonte.  
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